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<§) Hurpin/PI13: Ein neuer, UV-reprimierbarer, Serin Protease Inhibitor aus der Familie der Ovalbumin-Serpine 

© Die Erfindung umfafct die Identifizierung und Klonie- 
rung der vollstandigen cDNA-Sequenzen eines neuen Se- 
rin Protease Inhibitors aus der Familie der Ovalbumin- 
Serpine sowie seine Einordnung in den Kontext der UVB- 
Antwort humaner Keratinozyten und der pathophysiolo- 
gischen Genexpression bei der Psoriasis (Schuppenflech- 
te). 
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Beschreibung 

Stbrungen der Ilomoosthase in der Ilaut finden sich bei bei malignen Ilauttumoren wie dern Basaliom oder dem Plat- 
tenepimelkarzinom, aber auch bei benignen proliferativen Hauterkrankungen wie der Schuppenflechte (Psoriasis). Auf 
5 Expressionsebene dokumentiert sich dieser abnorme Phanotyp der beteiligten Keratinozyten durch eine veranderte Gen- 
expression im Vergleich mit Keradnozyten in gesunder Haut. 

Einen direkten EinfluB auf die Genexpression in der Haut hat auch die ultraviolette (UV) Komponente des Sonnen- 
lichts, Insbesondere das mittlere Spektrum der UV-Strahlung (UVB, 280-210 nm) ist verantwortlich fiir diesen EfFekt in 
Keratinozyten. Neben akuten Effekten wie Sonnenbrand und Immunsuppression konnen als Langzeiteffekte Hauttumore 
10 entstehen. Die Verbindung zwischen UV-Strahlung und deregulierter Genexpression bei Hauterkrankungen laBt vermu- 
tcn, daB Gene, die an der physiologischcn UV-Antwort bctciligt sind, cbcnfalls bei pathologischcn Prozcsscn in der Haut 
von Bedeutung sind. 

Die molekularen Vorgange bei der physiologischen UV-Antwort und der UV-Karzinogenese sind nur unvoilstandig 
aufgeklart und erst wenige Gene konnten in diesem Kontext identifiziert werden. 

15 Bedingt durch die methodischen Ansatze wurde bisher der reprimierende Effekt auf die Genexpression der UV-Strah- 
lung nicht systematisch erfaBt (1-3) . 

Durch die Anwendung der differentiellen mRNA Display Polymerase Kettenreaktion (DD-PCR) (4) boten sich hier 
neue Moglichkeiten zur Tdentifizierung und Klonierung UV-regulierter Gene. Ahnlich wie die suhtraktive cDNA-Hybri- 
disierung ist keine Kenntnis uber die Sequenz der zu isolierenden Gene notwendig. Einzig ein quantitativer Unterschied 

20 der relevanten Sequenzen in den zu vergleichenden Zellpopulationen ist fiir die Identifizierung erforderlich. Dies eniiog- 
licht die gleichzeitige Erfassung von bekannten und unbekannten Genen. Im Unterschied zur subtraktiven cDNA-Hybri- 
disierung ist bei der DD-PCIR die vergieichende Analyse nicht auf 2 Zellpopuladonen beschrankt, sondem es konnen so 
viele Populationen nebeneinander analysiert werden, wie gleichzeitig gehandhabt werden konnen. Da zudem auch quan- 
titative Unterschiede dargestellt werden konnen, errnoglicht dies die Erfassung der Expressionskinetik UV-regulierter 

25 Gene. Dabei konnen im Unterschied zu anderen Methoden zur gleichen Zeit sowohl UV-induzierte als auch UV-repri- 
mierte Gene erfaBt werden. 

Die Familie der Serin-Proteinase-Inhibitoren (Serpine) beinhaltet hochmolekulare (40-60 kDa) Proteine mit einer ein- 
zigen Aminosaurekette, die durch eine hoch geordnete Tertiarstruktur charakterisiert ist. Definiert wird diese Tertiar- 
struktur durch al-Antitrypsin (al-PI) (5), dem Prototyp aller Serpine. Die aus 9 a-Helices und 3 p-Faltblattern beste- 
30 hende Tertiarstruktur mit spezifischen Faltungseigenschaften ist elementar fur die Funktion der Proteaseinhibitoren. Die 
inhibitorische Spezifitat wird dabei in erster Linie durch die Aminosaurereste in PI -PI' Position im reaktiven Zentrum 
nahe des C-Terminus des Proteins bestimmt. Dieser metastabile Teil des Proteins macht infolge einer Interaktion mit dem 
reaktiven Zentrum einer Zielprotease eine Konformationsanderung durch und bildet schlieBlich einen kovalenten Serpin- 
Proteinase-Komplex (6). 

35 Durch Aminosaurevergleiche, charakteristische Eigenschaften der Proteine und Genomorganisation konnte innerhalb 
der groBen Serpinfamilie die Ovalbumin-Familie (Ov-Serpine) von intrazellularen Serpinen identifiziert werden (7). 

Serpine sind an einer Vielzahl von wichtigen Proteinase-verrnittelten physiologischen Funktionen wie Blutgerinnung, 
Fibrinolyse, Entzundung, Zellmigration, Umbau extrazellularer Matrix (8) sowie Aktivierung von Interleukin-Xbrlau- 
fern (9) beteiligt. 

40 Eine wachsende Zahl neuer Daten zeigt eine Beteiligung von Serpinen bei der Regulation von Proteinasen, die an 
Schlusselstellen apoptotischer Vorgange stehen (10-13). In hurnanen Keratinozyten sind Serpine, wie fur PAI-1 gezeigt 
(14), bei der Migration und Differenzierung von Zellen sowie im Kontext der Wundheilung von Bedeutung. Fur PAI-2 
konnte in Keratinozyten eine Beteiligung an intrazellularen Prozessen, die mit der terminalen Differenzierung und Bil- 
dung der vcrhorntcn Zcllwand ("comificd envelope") in Zusammcnhang stehen, demonstriert werden (15). 

45 Die vorliegende Anmeldung beschreibt die Identifizierung, Aufklarung und Analyse der vollstandigen cDNA-Sequen- 
zen eines neuen Serin-Protease-Inhibitors sowie seine Zuordnung zur Familie der Ovalbuinin-Serpine. Das neue Serpin 
ist in der Keratinozyten-Zellinie HaCaT als UVB-reprirnierbare Sequenz isoliert worden und wurde daher als "hurpin" 
fiir HaCaT UV repressible serpin bezeichnet. Das Genom Data Base nomenclature committee hat fur hurpin die syste- 
matischen Bezeichnung proteinase inhibitor 13 (PI13) reserviert (confidential). Untersuchungen zur Expression zeigen, 

50 daB hurpin spezifisch in Keratinozyten exprirniert wird. Daruber hinaus weisen die Ergebnisse auf eine Verkniipfung von 
hurpin mit der Proliferation und Aktivierung von hurnanen Keratinozyten hin. Weiterhin zeigt sich bei der Psoriasis eine 
deutliche Uberexpression von hurpin in befallener Haut im Vergleich mit unbefallener Haut. 

Eine mogliche Funktion von hurpin in diesem Zusammenhang konnte die Verhinderung von apoptotischen Vorgangen 
in Keratinozyten sein. 

55 Die Tdentifizierung eines neuen UV-reprimierbaren Serin-Protease-Tnhihitors und die Assoziation mit einer benignen, 
proliferativen Hauterkrankung (Psoriasis) bietet Ansatzpunkte fur: 

- die Aufklarung der molekularen Mechanismen der Erkrankung. 

- die Etablierung neuer klinischer Parameter zur Verlaufskontrolle. 
60 - die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien. 

Nachstehend werden die im Verlauf der Analyse der differentieUen Genexpression, Klonierung, und Sequenzierung 
eingesetzten Methoden aufgefuhrt. 
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Methoden 

Chemikalien, Radioisotope und Enzyme 

Wenn nicht anders gekennzeichnet, wurden die verwendeten Chemikalien in p. A.-Qualitat von den Firmen Row La- 
boratories, Gibco BRL, Merck, Roth, Serva oder Sigma bezogen. Die verwendeten Radiochemikalien wurden iiber ICN 
bezogen. Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme wurden, wenn nicht anders vermerkt, von Boehringer (Mann- 
heim), Gibco BRL, New England BioLabs oder Pharmacia bezogen. 



ZeLlkultur l0 

Die epidermoide ZeUine HaCaT (16) wurde von Prof. Fusenig zur Verftigung gestellt. Primare Keratinozyten werden 
aus Hautstucken, die bei plastischen Operationen entfernt und normalerweise verworfen werden, gewonnen Hierzu 
wurde die in 1 x PBS gelagerte Haut unter sterilen Bedingungen vom Fettgewebe befreit und in kleine Stiicke (ca 5 mm 
x 5 mm) zerteilt. Die Stiicke wurden in 1 x PBS gewaschen und anschliefiend in Petrischalen 12 bis 16 Std bei 4°C mit 
der Epidermis nach oben in Dispase (Grade II, 2,4 U/ml, Boehringer Mannheim) inkubiert. AnschlieBend wird die Epi- 
dermis von der Lederhaut abgezogen und in 1 x PBS gewaschen. Die Stiicke werden fur 5 bis max. 15 min in einer Trvp- 
sm/RDTA-TAsung (0,2% Trypsin und 0,2% EDTA in 1 x PBS gelost) bei 37°C inkubiert. Die Kerat.inocyt.en wurden aus 
dem enzymatisch zersetzten Keratingeriist mechanisch freigesetzt. Durch die Zugabe von mindestens dem dreifachen 
Volumen 10%igem FCS wurde die Trypsinisierung abgestoppt. Die peUelierten primaren Keralinozylen werden in Me- 
dium (s. u.) resuspendiert und fur die weitere Kultivierung auf Petrischalen verteilt. 

Die Zelikulturen werden in einem Inkubator bei 37°C in einer wassergesattigten Atmosphare mit 5% C0 2 kultiviert 



HaCaT-Medium 

Dulbecco's Mod. Eagle Medium w. Sodium Pyruvat (GibcoBRL) 

Hinzugefiigt werden 5 ml Antibiotikum (Penicillin-/Streptomycin, 10000 pg/ml, Row-Laboratories), 5 ml L-Gluta- 
min (200 mM), 50 ml FCS (100%). 

Keratinocyten-Medium 



15 



20 



25 



30 



KBM (Keratinocytes Basal Medium, Clonetics) 

Hinzugefugt werde 500 pi Gentamicinsulfat (50 mg/ml), 500 ul Am-photericin (50 ug/ml), 500 pi Insulin bovine 3S 
(5 mg/ml), 300 pi Epidermal growth factor (0,1 ug/ml), 500 pi Ilydrocortison (0,5 mg/ml). 

Bei ca. 70% konfluent gewachsenen Zellen wurden die Kulturen mit UVB bestrahlt und fur unterschiedlich lange Zeit- 
dauer weiter inkubiert, bevor sie fur die Isolation der RNA geerntet wurden. 

UVB-Bestrahlung 40 

Fur die UVB-Bestrahlung wurde eine Bestrahlungsbank aus vier FS20-Sonnenlampen (Westinghouse Electric Corp., 
Pittsburgh) verwendet. Das Medium wurde fiir die Bestrahlung gegen PBS ausgetauscbt und die Zellen wurden ohne 
Deckel dem UV-Licht (100 J/m 2 ) ausgcsctzt. 

45 

Molekularbiologische Methoden 



RNA-Isolation 



Fiir die Isolation der Gesamt-RNA wird das Trizol-Reagenz (Gibco-BRL) nach Herstellerangaben verwendet. Fur die 50 
RNA-Extraktion aus kultivierten Zellen wurde je Petrischale 1,6 ml Trizol eingesetzt. Abweichend von Herstellerproto- 
koll wurde zur Vermeidung von DNA-Kontaminationen die waBrige Phase der ersten Extraktion ein zweites mal mit Tri- 
zol extrahiert. 

Fur die RNA-Praparation aus Haut-Biopsien (0.3 mm Dermatomsektionen) wurden die Gewebestiicke nach Ent- 
nahme sofort. in niissigem StickstofT schockgefroren. Die Gewebsstiicke wurden bis zur Preparation bei -70°C aufbe- 55 
wahrt Mit Hilfe eines Dismembrators (Braun) wurde das gefrorene Gewebe unter niissigem Stickstoff pulverisiert. Die 
Kammer wurde auf Eis geoflhet und das Gewebspulver mit 1,5 ml Trizol uberschichtet. Die Probe wurde erneul fur 30 
sec im Dismembrator geschuttelt. Nach dem Offnen der Kammer wurde das gefrorene Trizol bei RT aufgetaut und an- 
schheBend in ein 2 ml Eppendorf-GefaS uberfuhrt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie bei der RNA-Isolation aus 
Kulturzellen. " ^ 60 

DNase-Behandlung von RNA 

10 ug RNA wurden mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 40 pi aufgefullL Fiir die entsprechende Anzahl von Pro- 
ben wird ein Master-Mix hergestellt, der fur jeden Ansatz 60 pi DEPC-Wasser, 1 pi 0,1 M DTT, 1 ul 1 M MgCl 2 , 1 pi 65 
DNase I (RNase frei, 10 U/pl, Boehringer Mannheim) und 0,4 pi RNase Inhibitor (40 U/ul, Boehringer Mannheim) . Der 
Ansatz wurde 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert 

Fur die Extraktion der RNA wurde Trizol verwendet (1 ml Trizol + 200 pi Chloroform). Nach der alkoholischen Pra- 
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zipitation wird das Pellet in 10 pi DEPC-Wasser aufgenommen und bei 42°C iin Wasserbad far wenige Minuten gelost. 
Die Reinheitskontrolle erfolgte photometrisch und mit Hilfe eines analytischen Agarose-Geles. 

cDNA-Synthese 

5 

Fur cDNA-Synthese wurden jeweils 333 ng DNase behandelter RNA in 11 pi DEPC behandeltem Wasser eingesetzt. 
Nach Zugabe von 1 ul des jeweiligen 3' dT-Primers (TA, TG und TC; je 2 uM) wurden die Proben 10 min bei 70°C de- 
naturiert und anschliefiend weitere 10 min auf Eis inkubiert. Aus einem Master-Mix wurden 8 ul auf die RNA verteilt. 
Dieser enthielt fur jeden Ansatz 2 ul 0,1 M DTT (Gibco BRL), 1 ul RNAse Inhibitor (40 U/ui, Boehringer Mannheim), 
10 4 pi 5 x Reaktionspuffer (50 mM Tris • CL (pH 7,6), 60 mM KC1 und 10 mM MgCl 2 , Gibco BRL) und 1 ul dNTP-Mix 
(400 uM). 

Nach Vorwarmen der Ansatze auf 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 TJ Superscript n Reverse Iran- 
skriptase (Gibco BRL) gestartet. Die Proben wurden fur 40 min bei 37°C im Wasserbad und anschliefiend fur weitere 
20 min einem Heizblock bei 40°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase wurde die Ansatze anschlie- 
15 Bend 5 min bei 70°C inkubiert Die cDNA-Praparationen wurden anschlieBend bei -20°C gelagert. 

Differentielles rnRNA Display (DD-PCR) 

Fur jede der untersuchten Proben wurden 2 ul der entsprechenden cDNA in einem 0,5 ml Eppendorf-GefaB eingesetzt. 
20 Die ubrigen KomponenLen wurden in Form eines Master-Mixes vorbereitet. Fur jeden Ansatz wurden folgende Kompo- 
nenten eingesetzt: 

2 pi Primer 1 (2 uM) 
2 pi Primer 2 (2 pM) 
25 1,8 pi Taq-Polymerase-Puffer ( lOx) 
2 pi Gelatine (0,1%) 
1,6 pi dNTP-Mix (25 pM) 
6,2plddH 2 0 
0,4pla- 32 P-dCTR 

30 

Jeweils 16 ul des Master-Mixes wurden zu der cDNA gegeben und mit 80 pi Mineralol als Verdunstungsschutz uber- 
schichtet. 

Die Taq-Polymerase wird ebenfalls in Form eines Master-Mixes vorbereitet und nach der ersten Denaturierungs- und 
Bindungsphase (Annealing) dem Ansatz zugefugt ("hot-start"). 

35 

Enzym-Master-Mix 

0,4 pi Taq-Enzym (5 U/pl) 
0,2 pi Taq-Polvmerase-Puffer (lOx) 
40 l,4plddH 2 0. 

Im AnschluB an die erste Annealing-Phase mit 41°C verbheben die Proben bei 42°C. Die Olphase eines jeden Ansat- 
zes wurde durchstochen und 2 pi des Taq-Polymerase Master-Mixes hinzugefugt. Sobald alle Proben mit Enzym verse- 
hen sind, wird mit der crstcn Elongationsphasc begonncn. 

45 

DD-PCR-Programm 



1 


Denaturierung 


Primer-Bind ung 


hot-start 


Elongation 


1 . Zykius 


95°C/1 min 


41°C/1 min 


42°C 


72°C/1 min 


2. bis 40. 
Zykius 


94°C/50 sec 


42°C + 0 f 1°C/Zykl. 
1 min 




72°C/1 min 



Nach Beendigung ailer PCR-Zyklen wurde eine 5 f Elongationsphase bei 72°C angehangt. 

Ein Aliquot (5-7 ul) eines jeden Ansatzes wurde nut 1/5 5 x TBE Loading-Buffer versetzl. Die Proben wurden fiir 
3 rnin bei 75°C denaturiert und bis zum Auftragen auf Eis gelagert. 

Gleiche Probenvolumina wurden dann in einem 5%igen PAA-Gel unter denaturierenden Bedingungen bei konstant 
60 40-45 W aufgetrennt, bis der Xylen-Xylanol-Farbmarker des Ladepufferes die untere Gelkante erreicht hatte. 

Durch die Behandlung einer der beiden das Gel umgebenden Glasplatten mit Bindesilan, haftete das Gel nach dem 
Auseinanderbau an der behandelten Platte. Das an der Glasplatte haftende Gel wurde mit Haushaltsfolie abgedeckt. Urn 
die Lage des fur die Autoradiographie aufgelegten Rontgenfilms exakt festzuhalten, wurden mehrere Markierungen mit- 
tels "Tracker-Tape" (RPN 2050, Amersham) am Rand des Geles angebracht. Die Exposition des Rontgenfilms erfolgte 
65 bei -70°C ohne Verstarkerfolie. 
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Elution der cDNAs aus Poly aery lamidgelen 

Differentielle Banden werden mit seitlichen Punkten auf dem Rontgenfilm markiert und der Film mit Ililfe der "Trak- 
kertape'-Markierungen in seine urspriinglichen Position auf dem Gel gebracht und dort fixiert. Mit Hilfe einer Nadel 
wurde der Film an den Markierungspunkten durchstochen und so die Position der Bande auf dem PAA-Gel gekennzeich- 5 
net. Nach Abnahme des Filmes wurde ein dunner Streifen des Geles zwischen den Einstichstellen mit einem sauberen 
Skalpell herausgeschnitten. Dieses Stuck wurde in ein 1,5 ml EppendorfgefaB mit 100 ul ddH 2 0 uberfuhrt. Zur Elution 
der cDNA aus dem Gelfragment wurden die Proben fur 20 min auf 80°C erhitzt und anschlieBend fur 2 min bei 13 000 
rprn (15 000 g) zentrifugiert. Der gelfreie Uberstand wird in ein neues GefaB uberfuhrt. Durch Zugabe von 10 ul 3 M 
NaAc (pH 5,2), 2,5 pi Glycogen (20 mg/ml) und 450 ul eiskalten Ethanols (100%) wird die eluierte cDNA bei -20°C to 
ubcr Nacht gcfallt (optional fur mind. 2 Std. in Ethanol auf Trockcncis). Die cDNAs werden bei 4°C fur 30 min bei 
13 000 rprn (15 000 g) pelletiert, der tJberstand abgenommen und das Pellet rnit 75% EtOH gewaschen. Das Pellet wird 
in TE* (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA) gelost. 

Reamplifizierung differentieller cDNAs 15 

Die Reamplifizierung der eluierten cDNA-Fragmente erfolgte in einem 40 ul PCR-Ansatz rnit den gleichen Primer- 
kombinationen, die fur ihre urspriingliche Generierung bei der DD-PCR verwendet wurden. 
Jeweils 4 ul der eluierten cDNA in TE* werden mit: 

20 

4 ul Primer 1 (2 uM) 

4 pi Primer 2 (2 uM) 

3,8 ul Taq-Polymerase-PufFer (lOx) 

4 pi Gelatine (0,1%) 

3,2 ul dNTP-Mix (250 uM) <> 5 
15 ulDEPC-Wasser 

kombiniert und nut Mineralol uberschichtet. Zur Reduzierung von Pipetierungenauigkeiten wurden die Komponenten 
fur mehrere Ansatze in Form eines Mastermixes kombiniert. 

Das Taq-Enzym wurde wie bei der DD-PCR in 2 ul lx Taq-Polymerase-Puffer im "hot-start"- Verfahren zugegeben. 30 
Urn die Spezifitat der Amplifizierung zu erhohen wurde im Gegensatz zum DD-PCR Programm bei der Reamplifizie- 
rung ein "touch down" Protokoll verwendet. Hierbei wurde in den ersten 5 Zyklen der PGR eine erhohte Anealing-Tern- 
peratur verwendet, die pro Zyklus so verringert wird, daB ab dem 6. Zyklus die fur die Primerkombination optimale Tem- 
peratur erreicht ist. Durch die anfanglich stringenteren Bedingungen ist die Amplifizierungseffektivitat zwar geringer, es 
wird aber sichergestellt, daB praferentiell das gewunschte Produkt amplifiziert wird. Nachdem so ausreichende Mengen 35 
des gewiinschten Templates vorliegen, kann bei der an die Primer angepaBten Anealing-Temperatur mit hoher Effiziens 
amplifiziert werden. Der Erfolg dieser Vorgehensweise zeigte sich im nachfolgenden praparativem Agarosegel durch 
kaiim vorhandene unspezifische PCR-Produkte. 





Denaturierung 


Primer-Bindung 


hot-start 


Elongation 


40 


1 .Zyklus 


95°C/1 min 


50°C/1 min 


50°C 


72°C/2 min 




2. bis 5. Zyklus 


94°C/50 sec 


49°C-1°C/Zykl 1 
min 




72°C/2 min 


45 


6. bis 35. Zyklus 


94°C/50 sec 


45°C/ 1 min 




72°C/2 min 

+ 2 
sec/Zykl. 












50 



Klonierung von PCR-Produkten 

55 

Fur die Ligation wurden die rearnplifizierten cDNA-Fragmente nach GroBenfraktionierung im Agarosegel mit JetSorb 
(Genoined) nach Herstellerangaben aus dem Gel eluiert Fur die TA-Klonierung von PCR-Produkten wurde der TA-Klo- 
nierungskit von Invitrogen nach Herstellerangaben verwendet. Die Ligation erfolgte im ^ktor : cDNA-Verhaltnis von 
1:3. 

60 

Herstellung einer lainbda-cDNA-Bank 

Zur Isolation von cDNA-Klonen voller Lange wurde rnit poly(A) + -RNA aus HaCaT-Zellen eine cDNA-Bank in Uni- 
ZAP-XR (Stratagene, Heidelberg) hergestellt. Die Anreicherung von poly(A) + mRNA aus Gesamt-RNA wurde mit Hilfe 
des Oligotex mRNA Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) entsprechend der Herstellervorschrift durch gefiihrt. Fiir die Her- 65 
stellung der cDNA-Bank aus 4 pg poly(A) + -RNA wurde der ZAP-cDNA Klonierungskit (Stratagene, Heidelberg, Ger- 
many) nach den Vorschlagen des Herstellers mit Ausnahme folgender Modifikationen eingesetzt: 
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- fur die Herstellung des 1. Stranges cDNA wurde Superscript II Reverse Transkriptase (Gibco, BRL, Eggenstein) 
eingesetzt. 

- fur die GroSenfraktionierung der Xho I gespaltenen cDNA wurde eine S-400-Zentrifugationssaule verwendet. 

5 Nach Ligation der cDNA-Fraktion rnit Molekulen > 500 bp in Uni-ZAP-XR Vektorarme wurde die Bank unter Ver- 
wendung des Gigapack EI Gold Verpackungsextraktes (Stratagene, Heidelberg, Germany) in X-Phagenpartikel verpackt. 
Die nach einmaliger Amplifizierung erhaltene cDNA-Bank hatte einen Titer von 1 .4 x 10 10 pfu/ml. 

Klonierung von cDNA-Klonen voller Lange 

10 

Fur die Idcntifizicrung von hurpin cDNA-Klonen wurden 10 6 pfu auf Hybond-N + Nylonmcmbrancn (Amcrsham, 
Braunschweig) unter Verwendung von Standardmethoden (17) iibertragen. Als Sonde wurde die 412 bp lange HUR7 
cDNA, nach radioaktiver Markierung rnit [a- 32 P]dCTP unter Verwendung des Megaprime DNA Markierungskits 
(Amersham, Braunschweig, Germany), eingesetzt. Die Nylonmembranen wurden fur 2 h bei 68°C in QuickHyb (Strata- 

15 gene, Heidelberg, Germany) prahybridisiert. Die Hybridisierung rnit der radioaktiv markierten Sonde wurde dann in der 
gleichen Losung tiber Nacht bei 68°C durchgefiihrt. Anschliefiend wurden die Membranen unter stringenten Bedingun- 
gen (final bei 55°C in O.lxSSC, 0.1% SDS) gewaschen und positive Plaques durch Autoradiographie mit Hyperfilm 
(Amersham) sichtbar gemacht. Durch eine zweite Filterhyhridisierung mit. immobilisierten Phagen jeweils eines positi- 
ven Plaques wurden individuelle Phagen identifiziert, die mit der HUR 7-cDNA hybridisierten. Die cDNA-Inserts dieser 

20 Phagen wurden durch in vivo Excision des pBlueScript SK~ Phagemid aus dein Phagengenom nach Herstellerangaben 
prapariert. 

Restriktionsanalyse der cDNA-Klone 

25 Die cDNA-Inserts aus den pBS- Vektoren wurden mit Eco RI (3 U/ug) und Xho I herausgeschnitten. Da der pBS-Vek- 
tor eine nur unwesentlich andere GroBe als die cDNA-Fragrnente hatte, wurde zur besseren Identifizierung und Trennung 
der Fragmente zusatzlich der Vektor mit Pvu I (1,7 U/ug) geschnitten. In alien Restriktionsansatzen wurde mit Boehrin- 
ger- "high-salt "-Puffer gearbeitet Fiir weitere Restriktionsanalysen wurden die Plasmide mit Notl, Pst I, Xba I, Sac I und 
Bam HI nach Standardvorschrift (17) geschnitten und in einem l%igen Agarosegel analysiert. 

30 

Northern -Blot Analysen 

10 ug Gesamt-RNA aus HaCaT-Zellen wurden in einem l%igen Formaldehyd-Agarose-Gel groBenfraktioniert und 
mittels Kapillar-Blot-Verfahren auf Hybond N + -Nylonrnembranen (Amersham) transferiert. Northern-Blots mit po- 
35 ly(A) + -mRNA aus verschiedenen humanen Geweben (MTN: multiple tissue Northern blots) wurden von Clontech bezo- 
gen. 

Fiir die Hybridisierung von Filtern wurden die DNA-Fragmente, die als Hybridisierungssonden eingesetzt wurden, 
mit [ 32 P]-dCTP (3000 Ci/mmol; ICN) unter Verwendung des "Megaprime labeling kit" von Amersham markiert Freie 
Nukleotide wurden durch Chromatographic iiber eine S300-Zentrifugationssaule (Pharmacia) abgetrennt. Die Einbau- 
40 rate von [ 32 P]-dCTP in die DNA wurde durch Messen eines Aliquots der Markierungsreaktion in einem Flussigkeitsszin- 
tillationszahler bestimmt. Die spezifische Aktivitat betrug 1-2 x 10 9 cpm/ug DNA. 

Die Hybridisierung wurde in DIG-Easy-Hyb-Ldsung (Boehringer Mannheim) iiber Nacht durchgefiihrt. Nach strin- 
gentem Waschen der Membranen (final 55-60°C, 0.1% SDS, 0.1 x SSC) wurden Signale durch Exposition eines Ront- 
gcnfilms (Hyperfilm, Amcrsham) mit Vcrstarkcrfolic bei -70°C sichtbar gemacht. 

45 

RT-PCR Analysen 

Fiir die reverse Transkription von RNA in cDNA wurde eine rekombinante Mo-MLV Reverse-Transkriptase ohne 
RNase-H Aktivitat (Superscript II, Gibco BRL) mit dem mitgelieferten 5 x Puffersystem [250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 
50 3 75 mM, KC1, 15 mM MgClJ eingesetzt. Je Ansatz wurde 1 ug Gesamt-RNA in ddH 2 0 und 10 pmol dT 12 _i 8 -Primer 
(Pharmacia) eingesetzt (Gesamt-VoL: 11 ul). Nach Hitzedenaturierung (10' bei 70°C) der RNA und Abkiihlen auf Eis 
wurden zugegeben: 

4 ul 5 x Puffer 
55 2ul0.1MDTT 

1 ul dNTP-Mix Oe 10 mM dATR dGTR dCTP, dTTP) 
1 ul RNasin (40 U, Promega). 

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul (200 U) Reverse-Transkriptase (RT) gestartet und lief bei 42°C fur 1 h. In- 
60 aktivierung der RT erfolgte durch 5 miniitige Inkubation des Reaktionsansatzes bei 70°C. Die so hergestellte cDNA 
wurde bei -20°C gelagert. Fiir den Nachweis spezifischer Transkripte wurde mit Hilfe von zwei spezifischen Primern das 
entsprechende cDNA-Fragment in der PGR amplifiziert Die Sequenz der verwendeten Primer wurde mit Hilfe des Com- 
puterprogramms "Oligo", Version 3.3 optirniert (Kontrolle der Duplex-Bildung, Homologie der 3' und 5' Enden zueinan- 
der, Selbstkomplementaritat, Schmelztemperatur des Primers). Um die Reaktionsbedingungen in der PCR zu optimieren, 
65 wurden mit jedem Primer-Paar und einer Positivkontrolle mehrere Test-PCR- Analysen durchgefiihrt, in denen die 
MgCl 2 -Konzentration (1,5-2,5 mM) und die Temperatur (Variation der mit "Oligo" ermittelten Temperatur) wahrend des 
Primer-Bindungsschrittes ("annealing") variiert wurden. 
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Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes 

sscDNA (RT-PCR) oder dsDNA 

4,7 Ml 10 x Taq-Puffer [100 m Tris-HCl (pH 8.3 bei 25°C), 500 mM KC1, 15 mM, MgCl 2 ] 
1 ul dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
0,5 pi Primer l(10|jm/ul) 
0,5 pi Primer 2 (10 um/ul) 

x ul 60 mM MgCl 2 (je nach Primer, urn Endkonzentration von 2,0 mM oder 2,5 mM zu erreichen) 
ad 47 ulddH 2 0. 



Auflistung der bei RT-PCR- Analysen verwendeten Primer 



Gen/Primer 


» 


Sequenz (5'-3") 


Hybridisierungs- 
Temp. I°C] 


MgCI 2 
[mM] 


hurpin 1 


5' 


TAAAGGGCAATGGGACAGGGAGT 


58 


1,5 


hurpin 2 


3' 


GCGGATGTGACAGTAAAGCCTATG 


B-Aktin-1 


5' 


CGGGAAATCGTGCGTGACATTA 


63 


2,0 


fi-Aktin-2 


3' 


GTTGGCGTACTGGTCTTTGCGGAT 



Die Verdunstung wahrend der Inkubation wurde durch Uberschichten des Reaktionsansatzes mit Mineralol verhindert. 
Urn das Entstehen unspezifischer Produkte einzuschranken, wurde ein "hot-start" durchgefuhrt, bei dem 2 U Tkq-Poly- 30 
merase in 3 ul 1 x Taq-Puffer zum Reaktionsansatz nach dem ersten Denaturierungsschritt der PCR zugegeben wurde. 

Die Inkubation der Ansatze erfolgte in einem programmierbaren Thermocycler der Firma Biometra (IHoblock). 



Standard-PCR-Programm 

35 

94°C: 1 min 

50°-68°C: 1 min (Primer spezifisch) 
72°C: 2 min 

Wiederholung fur 25-30 Zyklen 

72°C:5min. 40 

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte in l,5%igen Agarosegelen. Die DNA-Fragrnente wurden mit Ethidiumbromid 
angefarbt und unter langwelligem UV-Licht fur die Dokumentation sichtbar gemacht. 

Die Erfindung wird durch nachfolgcndc Bcispiclc, Abbildungcn und Scqucnzcn im Detail crlautcrt: 
. Abb. 1 zeigt das Autoradiograrnm der DifTerential Display Analyse zur Identifizierung des ersten partiellen hurpin 45 
cDNA Klons (HUR 7) als UV-reprimierte Sequenz. Die entsprechende Bande ist durch einen Pfeii gekennzeichnet. 

Abb. 2 zeigt die schematische Darstellung der Organisation der hurpin cDNA-Klone voller Lange entsprechend der 
zugrundeliegenden Sequenzanalyse. 

Tab. 1 stellt die Ergebnisse des Homologievergleiches der Aminosauresequenz von hurpin mit verschiedenen bekann- 
ten Mitglieder des Ovalbumin-Zweiges der Familie der Serpine zusammen. 50 

Abb. 3 zeigt den Homoiogievergleich der Aminosauresequenz von hurpin und dem "squamous cell carcinoma anti- 
gen" (SCCA) 1 und SCCA 2. Identische Aminosauren an gleicher Position sind entsprechend hervorgehoben. Die Posi- 
tion der in Serpinen konservierten Arninosauren sind durch Balken oberhalb der Aminosauren markiert. Schwarze Bal- 
ken zeigen dabei in hurpin konservierte Aminosauren an, wahrend ungefiillte Balken eine Abweichung von der konser- 
vierten Aminosaure markieren. Schrafnerte Balken zeigen Aminosauren, die typischerweise bei Ovalbumin-Serpinen 55 
von der konservierten Aminosaure abweichen. Die bei inhibitorischen Serpinen konservierten Arninosauren des reakti- 
ven Zentrums in Position Pn-Ps sind umrahinl. und die Konsensussequenz rOr inhibiLorische Serpine isl durch eine ge- 
strichelte Linie unterhalb der hurpin-Sequenz markiert. Die Aminosauren des reaktiven Zentrums in Pi-Pi Position sind 
ebenfalls markiert. 

Abb. 4 zeigt das Autoradiograrnm einer Hybridisierung des radioaktiv markierten cDNA-Inserts des hurpin Klones 60 
1.1 gegen Gesamt-RNA aus bestrahlten und unbestrahlten HaCaT-Zellen. 

Abb. 5 RT-PCR Analyse zum Nachweis hurpin spezifischer Transkripte in humanen, kultivierten retinalen Pigment- 
epithelzellen (RPE), Iris-Epithelzellen (EPE), normaler Haut, primaren, kultivierten Keratinozyten (NHK), der epiderma- 
len Zellinie HaCaT, sowie befallener (a) und unbefallener (u) Haut von drei Patienten mit Psoriasis. 

Abb. 6-8 Restriktionskarten der Plasmidvektoren. Bei den Plasmidvektoren handeit es sich um pBlueScript SK" in die 65 
uber Eco RI und Xho I die hurpin/PI13 cDNAs voller Lange kloniert sind. 

Anhang: Sequenzen der hurpin/PI13 cDNA-Klone. 
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Beispiele 
Beispiel 1 

5 1 . Differential Display (DD-PCR) Anaiy sen 

HaCaT-Zellen wurden mit einer subletalen UVB-Dosis (100 J/m 2 ) bestrahlt und 0.5,1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h und 24 h spa- 
ter geerntet. Fiir die DD-PCR Analysen wurde die RNA aus ZeUen 8 fa und 24 h nach UVB-Bestrahlung und aus unbe- 
strahlten ZeUen zu Beginn des Experiments sowie nach 24 h in Kultur verwendet. Die parallele Analyse dieser 4 Zellpo- 
10 pulationen macht es moglich, Banden auszuschlieBen, die zufallig zwischen den verschieden Spuren des Displays vari- 
icrcn und rcduzicrt sornit die Wahrschcinlichkcit falsch positive Banden fiir die foigenden Analysen auszuwahlcn. Wci- 
terhin kann durch diese parallele Analyse das Potential der DD-PCR zur Erfassung von quantitativen Unterschieden ais 
zusatzliches Kriterium bei der Identifizierung von UVB-abhangig regulierten Sequenzen eingesetzt werden. 

In Abb. 1 ist ein Teil einer soichen "differential display" (DD) Analyse dargestellt. Unabhangige DD-PCR- Analysen 
15 zeigten, daB mit dem erarbeiteten Protokoll fiir eine bestimmte Primer-Kombination ein bestimmtes Bandenmuster re- 
produzierbar hergestellt werden konnte. Das komplexe Bandenmuster zeigt, daB die UVB-Bestrahlung sowohl zu einer 
Induktion als auch einer Repression verschiedener Gene innerhalb von 24 h nach Bestrahlung fiihrt. 

Fiir hurpin konnte bei dieser Analyse eine dirferentiell nach UVB-Bestrahlung regulierre cDNA-Bande von 412 bp 
dargestellt werden. Da die UVB-Bestrahlung einen reprimierenden Effekt auf die Transkriptmenge des korrespondieren- 
20 den Gens halle, wurde als Bezeichnung fiir diese cDNA HUR 7, fiir HaCaT UV repressed, gewahlt. 



25 



35 



Beispiel 2 

2. Isolation von hurpin cDNA-Klonen voiler Lange 



Mit Hilfe der HUR7 cDNA wurden im foigenden hurpin cDNA-Klone voller Lange aus einer HaCaT cDNA-Bank 
isoliert. Nach Hybridisieren der radioaktiv markierten HUR 7 cDNA gegen lCr" X-cDNA-Klone zeigten 67 Klone ein po- 
sitives Signal. Von diesen wurden 20 fiir eine zweite Hybridisierung ausgewahlt. Von den 15 positiven Klonen aus die- 
sem zweiten Screening wurden 12 fiir die in vivo Excision des Insert tragenden pBlueScript SK" Phagemid aus dem Pha- 
30 gengenom ausgewahlt. Eine Restriktionsanalyse der erhaltenen Phagemide zeigte, daB 3 Klone nicht mit HUR 7 und den 
ubrigen Phagemiden korrespondierten. Die 9 verbleibenden Klone konnten aufgrund ihrer GroBe und ihres Restriktions- 
rnusters in 3 Gruppen eingeteilt werden. 



Beispiel 3 

3. Sequenzanalyse der hurpin cDNA-Klone 



Jeweils ein reprasentativer Klon der 3 Phagemidgruppen wurde vollstandig sequenziert. Eine Zusammenfassung der 
Eigenschaften dieser Klone ist in Abb. 2 dargestellt. Der Klon 1 . 1 mit einem 3 1 30 bp groBem cDNA-Insert reprasentiert 
40 das 3.4 kb Transkript, wahrend Klon 12.2 mit einem 2637 bp groBem cDNA-Insert das kleinere 3.0 kb Transkript repra- 
sentiert. Der Klon 16.1 korrespondiert ebenfalls mit dem 3.0 kb Transkript, enthalt aber eine 188 bp groBe Insertion, die 
in den ubrigen Klonen fehlt. Da diese Insertion den offenen Leserahmen unterbricht, handelt es sich nicht urn eine alter- 
nate gespleiBte RNA-Variante. Obwohl keine perfekte Splice- Konsensus-Sequenz gefunden werden konnte, reprasen- 
tiert die Insertion damit vcrmutlich cin ungcsplciBtcs Intron. Die vcrglcichcndc Analyse der Scqucnz der vcrschicdcncn 
45 Klone zeigte, daB die in Northern-Blot beobachteten distinkten zwei Transkripte auf die Verwendung von unterschiedli- 
chen Polyadenylierungssignalen zuruckzufiihren ist. 

Das 3.0 kb groBe Transkript wird durch die Verwendung eines Konsensuspolyadenylierungssignals AAUAAA 13 nt 
oberhalb des poly(A)-Schwanzes generiert. In der 3' untranslatierten Region (3' UTR) des 3.4 kb Transkriptes finden sich 
zwei funktionelle Varianten des Konsensussignals mit der Sequenz AAUAAU und AAUAUA, die sich 56 nt bzw. 22 nt 
50 oberhalb des poly(A)-Schwanzes befinden. 

Alle cDNA-Klone enthalten einen einzelnen offenen Leserahmen (ORF) rnit einer Lange von 1176 bp beginnend von 
Position 103 der Sequenz des Klons 1.1 mit einem ATG in einer Kozak Konsensus sequenz. Klon 1.1 enthalt mit 102 bp 
den langsten 5' untranslatierten Bereich (5' UTR). 

Das putative Protein besteht aus 391 Aminosauren und hat eine berechnete molekuiare Masse von etwa 44 kDa und ei- 
55 nen pi von 5.47. 

Datenbanksuche gegen die EMBL-Sequenz-Datenbank zeigte, daB das durch die cDNA -Klone kodierte Protein neu 
ist, aber deutliche Homologien zu Mitgliedern des Ovalbuiiiin-Zweiges der Serpin-Superfaiiiilie von ProLeaseinhibitoren 
hat (Tabelle 1). Die groBte Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz fand sich zwischen hurpin und den "squamous 
cell carcinoma antigen" (SCCA) 1(59.1%), SCCA 2 (58.5%) und bomapin/PIlO (43.5%). Eine Analyse der Aminosau- 
60 resequenz ergab, daB hurpin ein typisches Serpin darstellt, bei dem 46 der fur Serpine als charakteristisch beschriebenen 
51 Aminosauren (5) konserviert sind (Abb. 3). 

Zusatzlich zu den Ubereinstimmungen auf Aminos aureebene besitzt hurpin alle strukturellen Merkmale, die die Ov- 
albumin-Serpine von den ubrigen Mitgliedern der Serpin- Superfamilie trennen: 

65 - hurpin besitzt keine N-terminale Verlangerung und der ORF beginnt rnit der Aminosaure 23 von a- 1-Antitrvpsin 

(a-l-PI). 

- hurpin besitzt keine c-terminale Verlangerung und endet mit Pro 391 , korrespondierend zu Pro 391 in a-l-PL 

- die vorletzte Aminosaure ist Ser und nicht Asp, wie bei den ubrigen Mitgliedern der Superfamilie. 



8 



DE 197 42 725 Al 

- hurpin besitzt eine variable Aminosaure anstelle von Valin in Position 388 beziiglich a-l-PI. 

- hurpin besitzt kein typisches N-terrninales hydrophobes Signalpeptid. 

Durch Vergleich mit anderen Ovalbumin-Serpinen konnten die Spezifitat bestinunenden Positionen P r P r des poten- 
tiellen reaktiven Zentrums als Thr^-Ser 357 identifiziert werden. Die groBe Identitat der M hinge"-Region von hurpin mit 
der postulierten Konsensussequenz der inhibitorischen Serpine (18,19), laBt eine Protease inhibierende Aktivitat fiir hur- 
pin vermuten (Abb. 3). 

Beispiel 4 
4. Northern-Blot Analyscn 



to 



Bei Verwendung der cDNA-Inserts der voile Lange cDNA-Klone fur HUR 7 als radioaktive Sonde im Northern-Blot 
mit HaCaT-Zellen Gesamt-RNA konnte das gleiche Hybridisierungsmuster wie mit dem urspriinglichen "differential 
display" Klon (HUR 7) generiert werden. Die detektierten zwei Transkripte von von ca. 3.0 und 3.4 kb zeigten die glei- 15 
che Abnahme der steady-state mRNA-Menge nach UVB-Bestrahlung mit 100 J/m 2 wie nach Hybridisierung mit dem ur- 
spriinglichen HUR 7 Fragment. Ebenso wie rnit dem iirspriinglichen HUR 7 cDNA-Klon konnte auch mit den cDNA- 
Klonen voller Lange in anderen humanen Geweben (NTTN-NortJiern-Blots: Herz, Hirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelett- 
muskel, Pankreas) kein Signal detektiert werden. 

20 

Beispiel 5 
5, RT-PCR Analysen 

Bei RT-PCR Analysen mit spezitischen Primem fur hurpin konnte eine Expression nicht nur in HaCaT-Zeilen, sondern 25 
auch in kultivierten primaren Keratinozyten und in Biopsiematerial aus gesunder Haut nachgewiesen werden. Kultivierte 
menschliche retinale Pigmentepithelzellen sowie Iris-Epithelzellen zeigten dagegen keine hurpin Expression. Die gerin- 
gere Expression von hurpin in normaler Haut im Vergleich mit der Expression in HaCaT-Zellen oder kultivierten prima- 
ren Kerationzyten lieB eine Assoziation von hurpin mit dem Proliferationszustand von Keratinozyten vermuten. Ein cha- 
rakteristisches Merkmal der psoriatischen Haut ist die Hyperproliferation der Keratinozyten. Urn die Assoziation von 30 
hurpin mit der Proliferation von Keratinozyten zu iiberprufen, wurde die Expression von hurpin in befallener und unbe- 
fallener Haut von 2 psoriatischen Patienten mittels RT-PCR untersucht. Die befallene Haut zeigte dabei eine bis zu 
10-14-fach starkere Expression von hurpin im Vergleich rnit der unbefallenen Haut desselben Patienten. 

35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Hurpin/PI 13 Sequenz: Klon R7-1.1 
Gesamtzahl der Nukleotide: 3143 

CTATAAATTA AGGATCCCAG CTACTTAATT GACTTATGCT TCCTAGTTCG TTGCCCAGCC 
ACCACCGTCT CTCCAAAAAC CCGAGGTCTC GCTAAAATCA TCATGGATTC ACTTGGCGCC 
GTCAGCACTC GACTTGGGTT TGATCTTTTC AAAGAGCTGA AGAAAACAAA TGATGGCAAC 
ATCTTCTTTT CCCCTGTGGG CATCTTGACT GCAATTGGCA TGGTCCTCCT GGGGACCCGA 
GGAGCCACCG CTTCCCAGTT GGAGGAGGTG TTTCACTCTG AAAAAGAGAC GAAGAGCTCA 
AGAATAAAGG CTGAAGAAAA AGAGGTGATT GAGAACACAG AAGCAGTACA TCAACAATTC 
CAAAAGTTTT TGACTGAAAT AAGCAAACTC ACTAATGATT ATGAACTGAA CATAACCAAC 
AGGCTGTTTG GAGAAAAAAC ATACCTCTTC CTTCAAAAAT ACTTAGATTA TGTTGAAAAA 
TATTATCATG CATCTCTGGA ACCTGTTGAT TTTGTAAATG CAGCCGATGA AAGTCGAAAG 
AAGATTAATT CCTGGGTTGA AAGCAAAACA AATGAAAAAA TCAAGGACTT GTTCCCAGAT 
GGCTCTATTA GTAGCTCTAC CAAGCTGGTG CTGGTGAACA TGGTTTATTT TAAAGGGCAA 
TGGGACAGGG AGTTTAAGAA AGAAAATACT AAGGAAGAGA AATTTTGGAT GAATAAGAGC 
ACAAGTAAAT CTGTACAGAT GATGACACAG AGCCATTCCT TTAGCTTCAC TTTCCTGGAG 
GACTTGCAGG CCAAAATTCT AGGGATTCCA TATAAAAACA ACGACCTAAG CATGTTTGTG 
CTTCTGCCCA ACGACATCGA TGGCCTGGAG AAGATAATAG ATAAAATAAG TCCTGAGAAA 
TTGGTAGAGT GGACTAGTCC AGGGCATATG GAAGAAAGAA AGGTGAATCT GCACTTGCCC 
CGGTTTGAGG TGGAGGACGG TTACGATCTA CAGGCGGTCC TGGCTGCCAT GGGGATGGGC 
GATGCCTTCA GTGAGCACAA AGCCGACTAC TCGGGAATGT CGTCAGGCTC CGGGTTGTAC 
GCCCAGAAGT TCCTGCACAG TTCCTTTGTG GCAGTAACTG AGGAAGGCAC CGAGGCTGCA 
GCTGCCACCG * GCATAGGCTT TACTGTCACA TCCGCCCCAG GTCATGAAAA TGTTCACTGC 
AATCATCCCT TCCTGTTCTT CATCAGGCAC AATGAATCCA ACAGCATCCT CTTCTTCGGC 
AGATTTTCTT CTCCTTAAGA TGATCGTTGC CATGGCATTG CTGCTTTTAG CAAAAAACAA 
CTACCAGTGT TACTCATATG ATTATGAAAA TCGTCCATTC TTTTAAATGT TGTCTCACTT 
GCATTTCCAG TCTTGGCCAT CAAATCAATG ATTTAATGAC TCCAATAATG TGTGTGTTTA 
TAACCATCCT CGAAAGTGAA ATGTCCTTTT TTTTGTGCCA TGCGTAAGGT GAGTCAAACC 
AAACCTCATT GATAATCTCC CCTTTGGTTT CCTTTGAAAG TAAATTGGTA TCTTGTAGTT 
TTGTGCACAC GAAAGGAGAG AAAGTTTCTC CAGTAAAGAG TACGAACTAG TAATTTTGGG 
GGGTCTCTCT AATTCTGGTA TTTTGACATG TTATAATACG CAAGTAAAAT AAAACAATAG 
TTTACTCAGC TCATGTTACT ATTCCCCAAC AGATATTGTG GCAAATCACA CATAGGAAAG 
AGGATTTGGG AATACAGTAG CAAAACATAA ATTAAAACTC AAATGCCCAG GACAAAATAA 
AACAATATAC CAGATGGAGA GGATGCCCGT ATTTTCATCT TCCATTCTAA CATTATCCAT 
TGTTAGATGC ATAAGCATTT TGATATTGTG TAATAAATGT GGTATTTGAG AAGATAAATG 
ATGTAGTTGA TCAGTAATCC TCCTCTATCA CCTTTTTAGA CTTTGTAAGG TAAATATTTG 
GACTAACTTT TAGAAAAGTT TCCCTTTTTT TCTCCATTTA CATTTTTCTG GTTTTTTTTT 
TTTTTTTTGA GTGAGGTACG AGTATTACCA AATGATATTT TCTGAAGATG CTTTTTGGAA 
AGCTCTGAAT CTATACCTAA TGCTCTTAAT TATTGGCTTG TTTCATTTTT TTCCTCCAGT 
TTTTAACAAG ATCACATAAC TGGCTTATTT TTAACAGCTT TGTCAAACTA CAATTTACAT 
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GCCGTAAAAT GTACACACTG TAATTTTATA ATTCATTGAC TTTTAGTAAA TTTTCTAGCG 
TTATGCATCG CCACAATCCA GTTTTAGAAT ATTTCCATGA CCCTAAGAAG TTTCCTCATG 
TCTATTAATA TTCCCAATCC TAGGCACCAC TGAGTTGTTT TCTGTCTTTA TAAGTTTTTC 
TTTCTACATC TTATATAAAT GGAATCATAA TACATGTAGT ATTTTGTGTC TGGCGTCTTG 
CACTTAGCAT GGTGTTCTTG AGGTTCATCT GTTGTAGTAT GTATTGATAC TTAGGATTTT 
TTTATTGCCG AATAC TATTC CATTGCATGG AAAAGACCTA TTTTATTTCT AGGTTCACCA 
GTTGAGGGAC ATTTGGATTG TTCCCACTTC TTGGGCTGTT AGGAATAATG TTGCTCTGAA 
CATGTAAATA AAGATCTTTG TGTTCACATA TGTTTTTCAT TTTCTGTTGG GGAGATTCCC 
TAGG CTAGAA ATTGCTGGGC CATATGAAAA ATCAATAGTT AGCTTTGTAA GAAACAGTCA 
AACTGTTTTC CCAACGTGAC ATTTTATATT CCCACCAGGA ATGTTTAAAA CTAGTGTCTT 
CAAATCCTCA CCAACATCCA GGATTGTGTC TTTATGATTA TAGCCATTTT TGTAGGTACA 
AAGTGGCATC TCATGGTGGT TTTAATTTGC ATTTCCATAA TATCTAATTA GGTTGAGCTT 
TTTTTATGTG CTTATTGGCC ATTTGTTTGA CTTTGTTTGG TGAAATGTAT ACAAATCATT 
TGCTCATTTT TAATTTGGGT TGTCTGTCTT GTCTTCTCAT TTTATTGAGT TAAATGAGTT 
CTTAATAATC TCTGGCTTAC AAGTCCTTAA TTTATCAAAT ATATGATACG TGGACATTTC 
CTCATAAAAA AAAAAAAAAA AAA 
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Hurpin/PI 13 Sequenz: Klon R7-16.1 
Gesamtzahl der Nukleotide: 2832 

ACCGTCTCTC CAAAAACCCG AGGTCTCGCT AAAATCATCA TGGATTCACT TGGCGCCGTC 
AGCACTCGAC TTGGGTTTGA TCTTTTCAAA GAGCTGAAGA AAACAAATGA TGGCAACATC 
TTCTTTTCCC CTGTGGGCAT CTTGACTGCA ATTGGCATGG TCCTCCTGGG GACCCGAGGA 
GCCAGCGCTT CCCAGTTGGA GGAGGTGTTT CaCtCTGgAA AAAGAGACGA AGAGCTCAAG 
AATAAAGGCT GAAGAAAAAG AGATTGAGAA CACAGAAGCA GTACATCAAC AATTCCAAAA 
GTTTTTGACT GAAATAAGCA AACTCACTAA TGATtATGAA CTGAACATAA CCAACAGGCT 
GTTTGGAGAA AAAACATACC TCTTCCTTCA AAAATACTTA GATTATGTTG AAAAATATTA 
TCATGCATCT CTGGAACCTG TTGATTTTGT AAATGCAGCC GATGAAAGTC GAAAGAAGAT 
TAATTCCTGG GTTGAAAGCA AAACAAATGA TGTGGAAACT GAGGCACAGA GAGTTTAAAT 
AACTTGCCCA AgATTCCTCA GCTGATAAGA GGCAAACTGG ATGCTAACAG AGGCATCTGA 
CCCCAGAGTC TGGACTCTTA ACCATGAACC TTAATTTATC CACTGGGATA AATAGGCGAT 
GGGCAAAATG AGAACCTCCC CGTCGATTCT GCCAGCAAAC CCTTTGTCAG CAAGGCCCTC 
AgAAAAAATC AAGGACTTGT TCCCAGATGG CTCTATTAGT AGCTCTACCA AGCTGGTGCT 
GGTGAACATG GTTTATTTTA AAGGGCAATG GGACAGGGAG TTTAAGAAAG AAAATACTAA 
GGAAGAGAAA TTTTGGATGA ATAAGAGCAC AAgTAAATCT GTACAGATGA TGACACAGAG 
CCATTCCTTT AGCTTCACTT TCCTGGAGGA CTTGCAGGCC AAAATTCTAG GGATTCCATA 
TAAAAACAAC GACCTAAGCA TGTTTGTGCT TCTGCCCAAC GACaTCGATg GCCTGGAgAA 
gATaATAGAT aAaATaAgTC CTGAgaAATT GGTAgAgTGG ACTAgTCCAG GGCATATGGA 
AGAAAGAAAG GTGAATCTGC aCTTGCCCCG GTTTGAGGTG GAgGACGGTT ACgATCTAcA 
gGCGGTCCTG GCTGCCATGG GGATGGGCGA TGCCTTCAGT GAGCACAAAG CCGAcTACTC 
GGGAATGTCG TCAGGCTCcG GGTTGTaCGC CCAgAAGTTC CTGCACAGTT CCTTTGTGGC 
AGTAACTGAG GAAGGCACCG AGGCTGCAGC TGCCACCGGC ATAGGCTTTA CTGTCACATC 
CGCCCCAGGT CATGAAAATG TTCACTGCAA TCATCCCTTC CTGTTcTTCA TCAGGCACAA 
TGAATCCAAC AGCATCCTcT TcTTcGGCAG ATTTTcTTcT CCTTAAgAtG ATcGTTGCCA 
TGGCATTGCT GCTTTTAGCA AAAAACAAcT ACCAGtGTTA cTCATATGAT TATGaAAATC 
GTCCATTcTT TTAAAtGtTG TcTCActtGC ATTTCCAGTc TTGGCCATCA AATCAATGAT 
TTAATGACTC CAATAAtGtG TGTGTTTATA ACCAtCCTCG AAAGTGAAAT GTCCtTTTtT 
TTGTGCCATG cGTAAGGtGA gTCAAACCAA ACCTCATTGA TAATcTcCCC ttTGGTTTCC 
TTTGAAAGTA AATTGGTATC TTGTAGTTTT GTGCACACGA AAGGAGAGAA AGTtTcTCCA 
GTAAAGAGTA CGAACTAGTA ATTTTGGGGG GTCTCTcTAA TTcTGGTATT TTGACATGTT 
ATAATACGCA AGTAAAATAA AACAATAGTT TAcTCAGCTC AtGtTACTAT TCCCCAACAG 
ATATTGTGGC AAATCACACA TAGGaAAGAG gATTTGGGAA TACAGTAGCA AAACATaAAT 
TAAAACTCAA ATGcCCAGGA CaAAATaAAA CAATATACCA GaTGGAGAGG ATGCCCGtAT 
TTTCATCTTC CATTCTAACA TTATCCATTG TTAGATGCAT AAGCATTTTG ATATTGTGTA 
ATAAATGTGG TATTTGaGaA GATAAATGAT GTAGTTGATC AGTAATCCTC CTCTaTCACC 
TTTtTAGACT TTGTAAGGTA aATAT t TGGA CTAACTTTTA GAAAAGTTTC CCTTTTTTTC 
TCCATttAcA TTTTTcTGGT TTTtTtTTtT TTTTTTGAGT GAGGTACGaG TATTACCAAA 
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TGATATTTTC TGAAGATGcT ttTTGGAAAG CTcTGAATcT AtACCTAATG cTcTtAATTA 
TTGGcTTGTT TCATTTTTTT CCTCCAGTTT TTAACAAGAT CACATAACTg GcTTATTTTT 

AACAGCTtTG TCAAAcTACA ATTTACATGC CGTAAAATGT ACACACTGTa ATTTTATAAT 5 

TCATTGACTT TTAGTAAATt tTcTAGCGTT ATGCATCGCC ACAATCCAGT TTTAGAATAT 

TTCCATGACC CTAAGAAGTT TCCTCATGTc TATTAATATT CCCAATCCTA GGCACCACTG 

AGTTGTTTTC TGTCTTTATA AGTTTTTCTT TCTACATCTT ATATAAATGG AATCATAATA 10 

CATGTAGTAT TTTGTGTCTG GCGTCTTGCA CTTAGCATGG TGTTCTTGAG GTTCATCTGT 

TGTAGTATGT ATTGATACTT AggATTTTTT tATtGCCGaA TACTATTCCA TTGCATGGAA 

AAGACCTATT TTATTTcTAG GTTCACCAGT TGAGGGACAT TTGGATTGTT CCCACTTCTT 15 

gGGCTGTTAG GAATAATGTT GCTCTGAACA TGTAAATAAA GaTCTTTGTG TTCAAAAAAA 

AAAAAAAAAA AA 
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Hurpin/PI 13 Sequenz: Klon R7-12.2 
Gesamtzahl der Nukleotide: 2654 



CTTATGCTTC CTAGTTCGTT GCCCAGCCAC CACCGTCTCT CCAAAAACCC GAGGTCTCGC 
TAAAATCATC ATGGATTCAC TTGGCGCCGT CAGCACTCGA CTTGGGTTTG ATCTTTTCA& 
AGAGCTGAAG AAAACAAATG ATGGCAACAT CTTCTTTTCC CCTGTGGGCA TCTTGACTGC 
AATTGGCATG GTCCTCCTGG GGACCCGAGG AGCCACCGCT TCCCAGTTGG AGGAGGTGTT 
TCACTCTGAA AAAGAGACGA AGAGCTCAAG AATAAAGGCT GAAGAAAAAG AGGTGATTGA 
GAACACAGAA GCAGTACATC AACAATTCCA AAAGTTTTTG ACTGAAATAA GCAAACTCAC 
TAATGATTAT GAACTGAACA TAACCAACAG GCTGTTTGGA GAAAAAACAT ACCTCTTCCT 
TCAAAAATAC TTAGATTATG TTGAAAAATA TTATCATGCA TCTCTGGAAC CTGTTGATTT 
TGTAAATGCA GCCGATGAAA GTCGAAAGAA GATTAATTCC TGGGTTGAAA GCAAAACAAA 
TGAAAAAATC AAGGACTTGT TCCCAGATGG CTCTATTAGT AGCTCTACCA AGCTGGTGCT 
GGTGAACATG GTTTATTTTA AAGGGCAATG GGACAGGGAG TTTAAGAAAG AAAATACTAA 
GGAAGAGAAA TTTTGGATGA ATAAGAGCAC AAGTAAATCT GTACAGATGA TGACACAGAG 
CCATTCCTTT AGCTTCACTT TCCTGGAGGA CTTGCAGGCC AAAATTCTAG GGATTCCATA 
TAAAAACAAC GACCTAAGCA TGTTTGTGCT TCTGCCCAAC GACATCGATG GCCTGGAGAA 
GATAATAGAT AAAATAAGTC CTGAGAAATT GGTAGAGTGG ACTAGTCCAG GGCATATGGA 
AGAAAGAAAG GTGAATCTGC ACTTGCCCCG GTTTGAGGTG GAGGACGGTT ACGATCTACA 
GGCGGTCCTG GCTGCCATGG GGATGGGCGA TGCCTT CAGT GAGCAGAAAG CCGACTACTC 
GGGAATGTCG TCAGGCTCCG GGTTGTACGC CCAGAAGTTC CTGCACAGTT CCTTTGTGGC 
AGTAACTGAG GAAGGCACCG AGGCTGCAGC TGCCACCGGC ATAGGCTTTA CTGTCACATC 
CGCCCCAGGT CATGAAAATG TTCACTGCAA TCATCCCTTC CTGTTCTTCA TCAGGCACAA 
TGAATCCAAC AGCATCCTCT TCTTCGGCAG ATTTTCTTCT CCTTAAGATG ATCGTTGCCA 
4Q TGGCATTGCT GCTTTTAGCA AAAAACAACT ACCAGTGTTA CTCATATGAT TATGAAAATC 
GTCCATTCTT TTAAATGTTG TCTCACTTGC ATTTCCAGTC TTGGCCATCA AATCAATGAT 
TTAATGACTC CAATAATGTG TGTGTTTATA ACCATCCTCG AAAGTGAAAT GTCCTTTTTT 
45 TTGTGCCATG CGTAAGGTGA GTCAAACCAA ACCTCATTGA TAATCTCCCC TTTGGTTTCC 
TTTGAAAGTA AATTGGTATC TTGTAGTTTT GTGCACACGA AAGGAGAGAA AGTTTCTCCA 
GTAAAGAGTA CGAACTAGTA ATTTTGGGGG GTCTCTCTAA TTCTGGTATT TTGACATGTT 
50 ATAATACGCA AGTAAAATAA AACAATAGTT TACTCAGCTC ATGTTACTAT TCCCCAACAG 
ATATTGTGGC AAATCACACA TAGGAAAGAG GATTTGGGAA TACAGTAGCA AAACATAAAT 
TAAAACTCAA ATGCCCAGGA CAAAATAAAA CAATATACCA GATGGAGAGG ATGCCCGTAT 
55 TTTCATCTTC CATTCTAACA TTATCCATTG TTAGATGCAT AAGCATTTTG ATATTGTGTA 
ATAAATGTGG TATTTGAGAA GATAAA7GAT GTAGTTGATC AGTAATCCTC CTCTATCACC 
TTTTTAGACT TTGTAAGGTA AATATTTGGA CTAACTTTTA GAAAAGTTTC CCTTTTTTTC 
60 TCCATTTACA TTTTTCTGGT TTTTTTTTTT TTTTTTGAGT GAGGTACGAG TATTACCAAA 
TGATATTTTC TGAAGATGCT TTTTGGAAAG CTCTGAATCT ATACCTAATG CTCTTAATTA 
TTGGCTTGTT TCATTTTTTT CCTCCAGTTT TTAACAAGAT CACATAACTG GCTTATTTTT 
65 AACAG CTTTG TCAAACTACA ATTTACATGC CGTAAAATGT ACACACTGTA ATTTTATAAT 
TCATTGACTT TTAGTAAATT TTCTAGCGTT ATGCATCGCC ACAATCCAGT TTTAGAATAT 
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TTCCATGACC CTAAGAAGTT TCCTCATGTC 
AGTTGTTTTC TGTCTTTATA AGTTTTTCTT 
CATGTAGTAT TTTGTGTCTG GCGTCTTGCA 
TGTAGTATGT ATTGATACTT AGGATTTTTT 
AAGACCTATT TTATTTCTAG GTTCACCAGT 
GGGCTGTTAG GAATAATGTT GCTCTGAACA 
AAAAAAAAAAAAAA 



TATTAATATT CCCAATCCTA GGCACCACTG 

TCTACATCTT ATATAAATGG AATCATAATA 

CTTAGCATGG TGTTCTTGAG GTTCATCTGT 5 

TATTGCCGAA TACTATTCCA TTGCATGGAA 

TGAGGGACAT TTGGATTGTT CCCACTTCTT 

TGTAAATAAA GATCTTTGTG TTCAAAAAAA 10 



Tabelle 1 15 



Aminosaurehomologie zwischen hurpin und bekannten Ovalbumin-Serpinen 



Nr. 


% Homologie 
zu hurpin 


Serpin 


swissprot 
Zugriffsnummer 


Gensymbol 


1. 


59.1 


Squamous cell carcinoma antigen 1 


I P29508 


SCCA1/SCCA 


2. 


58.5 


Squamous cell carcinoma antigen 2 


P48594 


SCCA2 


3. 


43.5 


Bomapin 


P48595 


P1 10 


4. 


38.8 


Gene Y Protein 


P01014 


Y 


5. 


38.0 


Leukocyte elastase inhibitor (LEI/EI) 


P30740 


ELANH2/PI2 


6. 


36.7 


Placental thrombin inhibitor 


P35237 


PI 6 


7. 


35.8 


Cytoplamic antiproteinase 


P50453 


PI 9 /CAP3 


8. 


35.1 | 


Ovalbumin 


P01012 




9. 


33.1 


Plasminogen activator inhibitor-2 


P05120 


PAI-2 


10. 


32.3 


Cytoplasmic antiproteinase 2 


P50452 


PI 8/CAP2 


11. 


27.3 


Antithrombin-m precursor 


P01008 


AT3 


12. 


26.0 


Maspin precursor 


P36952 


PI 5 



45 

Patentanspriiche 

1. Eine Nukleinsaure, die die folgende Nukleotidsequenz enthalt: 

50 

R7-1.1 

R7-16.1 

R7-12.2. 

2. Nukleotidsequenz eines Gens oder Gen fragments, welches in den folgenden Vektoren enthalten ist: 55 

pBS-HPl.l 

pBS-HP16.1 

pBS-HP12.2. 

60 

3. Eine Nukleinsaure, die unter stringenten Bedingungen init Nukleotidsequenzen aus Claim 1 und 2 oder der kom- 
plementaren Sequenz hybridisiert. 

4. Eine Aminosauresequenz, ftir die die Sequenzen aus claim 1 kodieren. 

5. Einen Vektor, der die Sequenzen aus claim 1, 2 oder 3 enthalt. 

6. Einen Expressions vektor, der die Nukleotidsequenz aus claim 1, 2 oder 3 in funktioneller Assoziation mit regu- 65 
latorischen Elementen zur Kontrolle der Expression der Nukleotidsequenz in einer Wirtszelle enthalt. 

7. Eine gentechnisch hergestellte Wirtszelle, die die Nukleotidsequenz aus claim 1, 2, 3 oder 4 enthalt. 

8. Eine gentechnisch hergestellte Wirtszelle, die die Nukleotidsequenz aus claim 1, 2, 3 oder 4 in funktioneller As- 
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soziation mit regulatorischen Elementen zur Kontrolle der Expression der Nukleotidsequenz in der Wirtszelle ent- 
halt. 

9. Bin gereinigtes Genprodukt, das durch die Nukleinsauren in claim 1, 2, 3 oder 4 kodiert wird. 

10. Einen Antikorper, der immunspezirisch das Genprodukt aus claim 8 bindet. 

11. Ein transgenes Tier, in dem die Nukleinsauren aus claim 1, 2, 3 oder 4 als exprimiertes Transgen einen Bestand- 
teil des Genoms des Tieres bildet. 

12. Ein transgenes Tier, in dem die Expression einer genomischen Sequenz, welche das Genprodukt von claim 8 
kodiert, verhindert oder unterdriickt wird. 



Hierzu 8 Seite(n) Zeichnungen 
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hurpin 

SCCA2 
SCCA1 



109 
108 
108 



hurpin 


145 


SCCA2 


144 


SCCA1 


4 A A 

144 


hurpin 


181 


SCCA2 


180 


SCCA1 


180 


hurpin 


217 


SCCA2 


216 


SCCA1 


216 


hurpin 


253 


SCCA2 


252 


SCCA1 


252 


hurpin 


289 


SCCA2 


28B 


SCCA1 


268 


hurpin 


325 


SCCA2 


323 


SCCA1 


323 


hurpin 


360 


SCCA2 


359 


SCCA1 


359 



hurpin 




SCCA2 


1 


SCCA1 


l 


hurpin 


37 


SCCA2 


37 


SCCA1 


37 


hurpin 


73 


SCCA2 


73 


SCCA1 


73 



n?d(s l Ig a vsf rlr 



RLG1 FD L F 



T N D GI N I F[f]S PlVGl I [LT 



MNS LS EANTKFMFD L FQQFRKSKENN I FYSP iS I TS 
MNSLSEANTKFMFD LFQQFRKSKENN f FYSP 1 S t TS 



ALGMV L LGAKDNT AQQ f 
ALGMVL LGAKDNT AQQ I 



KVLHFDQVTENTTEKAAT 

k Ikvlh fdq v ten t tI g ik a at 



K AlE E 72 

72 




NT EAIVHl 



Y H V D 

Y H V D 



SGN VHHQFQKL L TEFN KSTD AY EL K I ANKL 
SGNVHHQFQKL LTEFNKSTDAYEL K i AN K 



YL D Y V 




FGEKT YL FL 

F G E K T y[q| FLQEYLDA I KKFYQTSV ES[TjD FAIMAPEES 
FGEKTYLFLQEYLDA \ KKF YQTS VES VDFAMAP EES 



vd fIvInTaIa d[e^ 



RKK I NSWVE s[k|t NEK I K]_Dj L F P D OS 
RKK I NSWVESQTNEK I KNLFPDGlT 



RKK i NSWVESQTNEKI KNLl 



Rp[3sn 



71s s]s 



T*|k|l V L 



i gsI n It T L V L V N A 



MUM 



72 

108 
107 
107 

144 
143 
143 

180 



I G(N D TTLVLVNA 179 



179 



KEEK F V\i^rT^sJxisJ K S VQMI^lH 216 



V| Y F K G QV^D R E|F K K E N T 

I Y F KG QW EN KF KK ENT K E E KFWPN KNTYKS VQMMRqI 215 



yf kgqwe kkfIn Ik e[ d It ke e kfwpn knt yks[ 7[ 



QMMRQ 



S HS FS 
YNS FN 

yItIs fIh 



F A L 
FAS 



L E D[LJQ A i P Y kIn nId L S JfIv LLP n|d[7] 

ledvqakvlei pykgkdlsmivllpnei 
ledvqakvl e i pykgkdlsmi vllpnei 



DGL 



Ie[k 1 i i dI k! 1 



PGHli 



S_P]E i^lyfEWTS 
DGLQKL EEKLTAEKLMEWTS LQNMRET|C VP 
DGLQKL EEKLTAEKLMEWTS LQNMRE 



RKvInJlH L PRF 
LH L PRF 
RVDL H L PRF 



e7eIdg[yDL |QA Vl LlAAlMGf 
kMe ES YD L KDTL RTMGM> 
KVEESYDLKDTLRTMGMVD I FN<3 - 




N 



E H k|ad1y|s G m|s S G s|g 



I FNG 



Y Aofi^FfuHl-S sI^^a!Vt 
LS VS KVLHKAFVE VT 
Llv lisIg Iv LHKAFVEVT 



D AD LSGMTWSHG 



DAD LSGMTGS 



215 

252 
251 
251 



287 
287 



324 
322 



RG 322 



E EGlTlE A A AAT fe I G FT VTSiA fIg 359 

eegveaaaatavvvvels s\p_s 358 

EEGIAIEAAAAT A WIG F G s|s 



ptIs 



358 



h-[e|nvhcnhpflff i rIhInIesIns i lf|f[grfss p 

TNEEf[c|cNHPFLFF \ RQNKTNS I LFYGRFSSP 
TNEEFHCNHPFLFFI RQNKTNSILFYGRFSSP 



391 
390 
390 
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